广东四会邓村河水体的内分泌干扰效应研究 by 侯丽萍 et al.
第 5期 Environmental Science & Technology
第 38卷 第 5期
2015年 5月
Vol. 38 No.5
May 2015
《环境科学与技术》编辑部：（网址）http://fjks.chinajournal.net.cn（电话）027-87643502（电子信箱）hjkxyjs@vip.126.com
收稿日期：2014-10-01；修回 2014-11-04
基金项目：广东省教育厅科技计划“育苗工程”（2012LYM0100）；广州市市属高校科技计划( 2012A040）
作者简介：侯丽萍(1977-)，女，讲师，博士研究生，主要从事废水的内分泌干扰效应研究，(电话)020-39366913（电子信箱）houliping7710@163.com；
*通讯作者，男，教授，硕士生导师，（电话）020-39366913（电子信箱）973796605＠qq.com。
侯丽萍，舒琥，刘珊，等.广东四会邓村河水体的内分泌干扰效应研究[J].环境科学与技术，2015，38（5）：183-188.HouLiping,ShuHu,LiuShan，et al.
EffectsofendocrinedisruptivechemicalsinDengcunRiver,Sihui,GuangdongProvince[J].EnvironmentalScience&Technology，2015，38（5）：183-188.
广东四会邓村河水体的内分泌干扰效应研究
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摘 要：采用重组基因酵母法检测了受造纸废水污染的广东四会市邓村河水体的雌激素、抗雌激素和雄激素活性效应。 结果表明，
受造纸废水污染的位点（A ,B ,C点）的雌激素当量值 EEQ(E2 equivalents)、抗雌激素当量值 TEQ(E2 equivalents)、雄激素当量值 DEQ(E2
equivalents)均比对照点 REF高。各位点的雌激素当量值 EEQ如下，对照点 REF为 3.68 ng/L，A点为 20.03 ng/L，B点为 15.332 ng/L，C
点 为 13.27 ng/L。抗雌激素当量值 TEQ如下，REF 为 0.8 ng/L，A点为 138.54 ng/L，B点 为 27.61 ng/L，C点为 31.77 ng/L。雄激素当量值
DEQ如下，REF 点为 0.21 ng/L，A点为 6.52 ng/L，B点为 3.92 ng/L，C点为 4.21 ng/L。
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Effects of Endocrine Disruptive Chemicals in Dengcun River,
Sihui, Guangdong Province
HOU Liping1, SHU Hu1*, LIU Shan2, ZHAO Jianliang2, FANG Zhanqiang3
（1.School of Life Science，Guangzhou University，Guangzhou 510006, China; 2.State Key Laboratory of Organic
Geochemistry，Guangzhou Institute of Geochemistry，Chinese Academy of Sciences，Guangzhou 510640, China;
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Abstract：This study tested for estrogenic effect, antiestrogenic effect and androgenic effect of pulp and paper mill effluents
in Dengcun River using a recombinant yeast bioassay. Estrogenic activity can be detected for all the pulp and paper mill
effluents with range from 3.68 to 18.27 ngE EQ/g（dw）of estradiol equivalent. All of samples of pulp and paper mill effluents
in Dengcun showed antiestrogenic activity and androgenic activity . TEQ and DEQ in pulp and paper mill effluents sites were
both higher than those in REF site.
Key words：endocrine disruptive chemicals；bioassay；pulp and paper mill effluents
造纸废水中含有大量的内分泌干扰物，常规的污
水处理技术未能去除所有的内分泌干拢物[1]。因此，随
造纸废水排放进入环境的内分泌干扰物问题也逐渐
引起了人们的高度重视。国外陆续报道了造纸废水具
有内分泌干扰效应，如在其排放口的下游发现了雄性
化的雌性食蚊鱼，这些鱼的卵巢发育受抑制 ，性激素
水平下降，雌鱼出现雄性的繁殖行为[2-3]。此外,经现代
工艺处理后的造纸废水排放口下游也同样发现了这
种变异的鱼[4]。对造纸废水进行有关内分泌干扰效应
的研究成为一项紧迫的任务。目前研究得较多的是采
取化学手段对其中的污染物进行分析。如 Jenkins等[5]
在发现有雄性化雌性食蚊鱼的河流中检测到化合物
雄烯二酮（4-androstene-3,17-dione,AED)和孕酮（pro－
gesterone）[6]。然而，利用植物作为原材料的造纸废水
中含有大量的植物甾醇素(phytosterol)[7]以及其它小分
子化合物，化学分析较难对废水中众多的污染物进
行一一定量。而生物测试方法由于其灵敏、简便、快
速，并能综合评价的环境样品的内分泌干扰效应，已
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广泛的被应用于环境水样的内分泌干扰检测[8-10]。
广东省四会市邓村地处广东省北部，该地采用古
法造纸工艺进行制浆造纸。研究发现，受竹浆造纸废
水所污染的邓村河道中出现了明显雄性化的雌性食
蚊鱼[11]，同时检测到雄烯二酮、孕酮等化合物[12]，表明
造纸废水的排放造成了当地环境类雄激素物质的污
染。本研究采用重组人雄激素受体基因酵母及重组人
雌激素受体基因酵母对广东四会市邓村河水体中的
雌激素效应、雄激素效应和抗雌激素效应进行检测，
以期对广东四会市邓村河水体中的内分泌干扰物排
放水平进行估算，并对制浆造纸废水的环境激素污染
效应进行安全评价，为造纸废水的环境治理提供依据。
1 材料与方法
1.1 样品采集与前处理
于邓村河造纸废水排放点的下游和上游分别选
取了 REF、A、B、C 4 个采样点，A、B、C 采样点分别位
于邓村造纸作坊的下游，对照点（REF）为不受造纸废
水污染的位点，绥江是邓村河与对照位点河流汇入的
河流。样品采集的时间为 2009年 8月（夏季）。采样地
点如图 1 所示。以棕色玻璃瓶采集各 1 L水样（3次平
行），然后取同一断面水平面 0.5 m 以下左、中、右 3
个点混合样。水样立即加入 50 mL 甲醇（色谱纯）和
400 μL 4 mol/L H2SO4，置于 4 ℃冰盒中运回实验室，
并于 48 h内进行前处理。使用水质参数仪测定各采样
点水质参数（见表 1），如 pH值、温度、硬度和 DO值[11]。
表 1 采样点水质的理化指标[11]
Table 1 Water quality parameters of the Dengcun River and reference river
采样点 REF A B C
位置(GPS) N23°32″75′ E112°58″05′ N23°31″10′ E112°58″23′ N23°31″57′ E112°58″60′ N23°32″46′ E112°58″68′
水温/℃ 24.5±0.1 24.3±0.2 24.1±0.3 24.2±0.2
电导性/μS·cm-1 114.6±2.7 163.8±0.1 150.9±0.1 156.5±0.1
pH 7.9±0.2 7.6±0.1 7.8±0.1 7.5±0.1
溶解氧/mg·L-1 1.8±0.1 1.1±0.3 1.4±0.2 1.3+0.1
注：数据用“平均数±标准差”的形式表示。
取 3 瓶（平行取样）1 L 水样，过 GF/F 滤膜。HLB
固相萃取柱分别加入 10 mL 甲醇和 10 mL Milli-Q
活化，10~15 mL/min过 HLB 柱；加入 2×50 mL 5%的
甲醇水溶液润洗采样瓶，并将润洗溶液过 HLB 柱。擦
干固相萃取装置内的水分，以锡纸轻轻覆盖 HLB 柱，
抽干 2 h；以 4 mL 和 3 mL 甲醇（色谱纯）先后洗脱
HLB柱，再以 3 mL和 2 mL二氯甲烷（色谱纯）先后
洗脱 HLB 柱；合并洗脱液于 N2下轻轻吹干，以 1 mL
甲醇（色谱纯）重新定容，过 0.22 μm有机相滤膜，转
移至 2 mL的棕色小瓶中，于-18 ℃保存。
1.2 酵母菌的冻存与复苏
本研究用于雌激素活性筛选 (Yeast estrogen
screening，YES) 实验所用的 YES酵母菌和雄激素活
性筛选(Yeast androgen screening, YAS)的 YAS 酵母
菌均由英国 Dr. J P Sumpter提供 (Brunel University,
Uxbridge, UK)，其中雌激素效应和抗雌激素效应采用
YES酵母菌测试，雄激素效应采用 YAS酵母菌测试。
SC培养基添加硫酸酮、色氨酸、腺嘌呤、赖氨酸。30
℃、150 r/min条件下将 1 mL 新鲜冻融的酵母菌液加
入到 30 mL 培养液中培养过夜。 取过夜培养的菌液
稀释 10 倍于 600 nm 处测定吸光度值，向培养基中
加入无菌甘油，以 1 mL分装于 EP 管中，逐步降温，
最后保存在-80 ℃冰箱中[13]。
1.3 重组基因酵母测试
1.3.1 雌激素与抗雌激素活性物质筛选
YES 实验的操作步骤按照赵建亮[13]的方法，两个
平行的样品各自在 96孔板上稀释，依次以甲醇进行 2
倍稀释，每个样品稀释 8次，吸取 10 μL稀释后的样
品到另外一个 96孔板的相应的孔位置上，待溶剂挥发
干。然后准备适量的生长培养基，接种在一天前培养的
酵母溶液（620 nm吸光度为 1 左右比较适合接种）。
再加入 CPRG(氯酚红-D-半乳糖苷)，使之浓度为 0.1
mg/mL。微孔板以胶带密封好，并以锡纸完全包好，于
微孔板振荡器上 600 r/min 震荡 2 min，使样品与酵母
细胞溶液完全混合，然后置于 32°C 恒温培养 72 h，其
中在 24 h 时再次震荡 2 min。最终以酶标仪(BMG
Lab technologies，Offenburg, Germany) 在 620 nm和
540 nm测定吸光度。E2（雌二醇）作为阳性控制，同时
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也作为标准曲线，微孔板上 E2的初始浓度为 2.7 μg/
L (0.01 μmol/L)，纯甲醇样品作为空白。激素 E2 的
YES实验、甲醇空白和只加 60%最大雌激素效应的
E2同时进行。
抗雌激素活性的筛选 (Yeast anti -estrogen
screening, YAES )实验以他莫昔芬(TAM)作为阳性对
照物质。首先在 96 孔板的每一个孔内加入浓度为
1.36 μg/L 的 E2 10 μL（60%的最大雌激素效应所对
用的 E2 浓度），然后加入 10 μL 从最大浓度为 742
mg/L 依次 2倍稀释的 TAM甲醇溶液，待溶剂挥发干
后，按照 YES实验方法进行。YAES实验时，雌激素
E2的 YES实验、甲醇空白和只加 60%最大雌激素效
应的 E2同时进行。
1.3.2 雄激素活性物质筛选
以 DHT为雄激素活性筛选（Yeast androgen scr-
eening, YAS)实验的标准对照物质，准备 DHT起始浓
度为 581 μg/L的标准溶液（甲醇溶液，2 μmol/L），在
96孔板上依次稀释，方法同 YES实验，所用菌种为重
组雄激素受体基因的酵母菌，亦由英国 Dr. J P
Sumpter提供 (Brunel University, Uxbridge, UK)。酵母
菌的接种、培养和吸光度检测按照文献[13]方法进行，
所有操作步骤与 YES实验相同，所不同的只是培养
条件，接种样品后于 32 ℃恒温培养 24 h之后，转移
至 28 ℃恒温培养 12 h，测定吸光度。甲醇空白实验同
时进行。
1.4 数据分析
EEQ根据文献 Beck[14]报道方法计算。正常情况
下实际样品应当与标准物质 E2具有相同的剂量效应
关系。E2的标准曲线表达为平行样品绝对吸光度的
算术平均值（减去纯甲醇的空白值）与剂量的对数（相
应的 ng/L）。雄激素 DHT的标准曲线采用 Sigmaplot
10.0 软件以 log-logistic 模型拟合。
1.5 质量控制
在雌激素和抗雌激素当量测定实验前，对对照点
REF点水样加入 54.48 ng E2 (加入 54.48 μL 1 mg/L
的 E2 储液)标准样品，提取时与样品同时进行，最后
测得的 EEQ和 TEQ 值在 42~60 ng之间。在雄激素当
量测定实验前，对对照点 REF 点水样加入 500 ng
DHT (加入 50 μL 10 mg/L 的 DHT 储液)标准样品，
提取时与样品同时进行，最后测得的 DEQ值在 400~
600 ng之间。
2 结果
2.1 雌激素当量浓度 EEQ
体外雌激素效应测定结果如图 2所示，本研究设
4 个采样点，REF 采样点雌激素当量值 EEQ (E2 e－
quivalents) 为 3.68 ng/L，A 采样点 EEQ 值最高，为
20.03 ng/L，B点为 15.332 ng/L，C点为 13.27 ng/L，均
比对照采样点高。
2.2 抗雌激素当量浓度
体外抗雌激素效应测定结果如下图 3所示，本研
究设 4个采样点，REF雌激素当量值 TEQ(E2 equiva－
lents) 0.8 ng/L，A采样点值最高，为 138.54 ng/L，B点
为 27.61 ng/L，C点为 31.77 ng/L，造纸废水暴露位点
的 TEQ值均比对照位点的高。
2.3 雄激素当量浓度 DEQ
体外雄激素效应测定结果如图 4所示，REF和 4
个采样点的雄激素当量值 DEQ(E2 equivalents)分别
如下，REF 采样点为 0.21 ng/L，A 为 6.52 ng/L，B 点
为 3.92 ng/L，C点为 4.21 ng/L，造纸废水暴露位点的
DEQ值均比对照位点高。
3 讨论
3.1 体外雌激素活性
研究表明，受造纸废水污染位点的体外雌激素活
性均比对照位点的高，对照点雌激素当量值 EEQ为
3.68 ng/L，造纸废水暴露位点中 A点值最高，为 20.03
ng/L。本结果显示，邓村竹浆造纸废水具有明显的体
外雌激素效应。研究者推测造纸废水中的雄激素物质
通过细菌的作用，代谢转化为雌激素物质，而产生了
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雌激素效应[15]。野外调查[16]和室内暴露[17-19]的研究也
同时表明，造纸废水具有这种效应。但也有研究表明，
造纸废水不能诱导虹鳟鱼的幼鱼产生 VTG，显示其
不具备雌激素活性[20]。关于造纸废水究竟是否具备雌
激素效应的研究报道各不相同，结果与造纸的工艺流
程、所处的实际环境密切相关，其中的机理仍需要进
一步的研究阐明。
重组基因酵母筛选法是目前较为广泛应用的内
分泌干扰物筛选法之一。然而，与受体结合仅是内分
泌干扰作用的多个模式中的一种途径。很多活体生物
试验虽然证实有类雌激素性质的化合物，酵母菌筛选
实验却显示出阴性的结果。研究发现，除了经典的受
体结合途径外，还可能存在着引起类雌激素活性的其
它的快速信号转导途[21-24]。另一方面，重组基因酵母法
虽然灵敏、简单、快速，但是不可能完全代表生物体内
完整的代谢变化。化合物由于有不同的膜传输方式，
并且胞膜结构也不同，因此可能会影响到化合物进入
酵母细胞与雌激素受体的结合[25]。
3.2 体外抗雌激素活性
体外抗雌激素效应测定结果表明，对照位点 REF
他莫昔芬当量值 TEQ 为 0.8 ng/L，A 点值最高，为
138.54 ng/L，B点为 27.61 ng/L，C点为 31.77 ng/L。赵
建亮等[13]对珠江各河段的水样及其沉积物进行抗雌
激素当量测试时发现，石井河的大部分样品在地表水
中和沉积物中具有明显的抗雌激素效应，当量达到了
浓度分别达到（805±69.4）μg/L TEQ和（82.8±3.7）μg/
g TEQ。而本研究中，与对照点相比，造纸废水各采样
点的抗雌激素效应比较明显。Orrego等[18]在造纸废水
中检测到脱氢松香酸（Dehydroabietic acid ，DHAA)和
β-谷甾醇（β-sitosterol，BS) 2种化合物，用 2 种化合
物对鱼类进行暴露实验发现，DHAA 能抑制鱼 VTG
的生成，显示具有抗雌激素效应。有可能 DHAA与雌
激素共同竞争雌激素受体从而抑制的 VTG 的产生
[18]。造纸废水中的 DHAA对鱼类产生抗雌激素效应可
能通过直接损伤肝组织的途径[26]。因此，有人推测造
纸废水中的 DHAA 可产生细胞毒素病直接损伤肝
脏，从而表现出抗雌激素效应[18]。此外，EROD活性的
升高与抗雌素效应密切相关，造纸废水中有可能存在
大量抗雌激素活性的小分子化合物，在诱导食蚊鱼体
内 EROD活性升高的同时，抑制 E2 的浓度，显示抗
雌激素。
3.3 体外雄激素活性
研究表明，受造纸废水污染的各位点雄激素活性
均比对照点高，其中，A点 DEQ值最高。有研究者运
用体外酵母实验对多种造纸废水进行了检测，研究结
果发现这些造纸废水同时具有强烈的雄激素和抗-雄
激素效应，虽然效应的强弱程度不是很一致。产生的
效应与造纸水的成分、酵母的种类、转导培养的时间
等参数密切相关[27-30]。Shamba Chatterjee等[31-32]用改进
了的体外酵母实验发现，造纸废水具有体外的雄激素
效应和抗雄激素效应。但也有研究表明造纸废水不存
在这种效应[33-34]。最直接证据是世界多处在造纸废水
排放口中发现了雄性化的食蚊鱼[35-36]，揭示造纸废水
中可能存在着雄激素物质。造纸废水中可能存在着大
量与睾酮（testosterone）结构相似的物质，在体外实验
中与 AR结合，引起了 AR的表达[30]。Jenkins等[37-38]检
测到造纸废水中含有雄烯二酮和反式雄烯二酮（an－
drostadienedione，ADD）这 2类物质，怀疑是它们诱导
了食蚊鱼雄性化。因此，利用 YAS快速检测水样中雄
激素当量的方法虽然快速简单，但是当水样综合毒性
太大的时候最好的办法就是先将水样进行分馏，以不
同的馏分测试雄激素效应和雌激素效应可以有效地
避免太大的误差。此外，如前所述，已知具有内分泌干
扰效应的化合物中，也表明存在其它影响内分泌干扰
效应的因素，并不是通过和雌激素受体结合而产生效
应，如通过干扰激素受体形成来降低激素受体复合物
的浓度水。所以，造纸废水对鱼类内分泌系统造成的
干扰效应可能还存在着其他的途径。
4 结论
采用重组基因酵母法对受造纸废水污染的广东
四会市邓村河水体的雌激素、抗雌激素和雄激素活性
效应进行检测, 结果表明造纸废水污染的广东四会市
邓村河水体均有雌激素、抗雌激素和雄激素活性效应,
造纸废水的排放可能对当地环境造成了内分泌干扰
物质的污染。因此，对造纸废水中的化合物进行定量
定性分析，以及研究这些化合物的相互关系和代谢途
径，是今后工作的重点所在。
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